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論文内容の要旨
ラットを用いた研究では，アンドロゲンは標的臓器である前立腺において， P450で触媒される代謝を受
けることが報告されている。
しかしヒト前立腺でのステロイド永ルモン代謝に関わるP450分子種についての研究及び10J定は現打.まで
なされていない。我々は Agtll ヒトがr立.1U~cD:--JA ライブラリーより 100万伺のクローンをCYP3A9のcD~A
をプロープとしてスクリーニングし1728bpより成るcDKAを得た。そのコーディング領域のシークエンス
は肝臓からクローニングされたステロイド代謝型P450のCYP3A5と同一であった。
しかしこのcDi¥Aには1 5'非翻訳領域に肝臓のCYP3A5とは異なった46bpの場基配列が見られた。この
ことはCYP3A5はゲノム上に複数個のエクソン 1及び町上流域をもっており前立腺では肝臓とは異なった
発現調節を受けている可能性を示唆する。さらにヒトゲノムBACライブラリーをスクリーニングし. 4伺
の陽性クローンを得た。そのうちの 2個はこのユニークな5!非翻訳領域を含んでいることをサザンブロッ
ト法で確認した。
大腸菌でのCYP3A5りコンビナント蛋白発現を行うため.PCR法を用い3A5のcDNAシークエンスに5'
末端， 3'末端を修飾したものを作成した。これを発現ベクタ-PCWOriに組み込み.大腸菌でその蛋白を
発現させ， Ni2'-NTAクロマトグラフィー及びハイドロキシアパタイトカラムを用いて精製した。精製され
たP450の比含量は4.4mnol/mgで、あった。
この精製CYP3A5リコンビナント蛋白の各種ステロイドに対する酵素活性をDLPC，i¥ADドIIP450還元
酵素.チトクロームb5NADPHを用いた再構成系で測定した3 基質と生成物の分離にはHPLCを用い， テ
ストステロン，プロゲステロン， 5αージヒドロテストステロン(DIlT)を基質とした。 CYP3A5はテストス
テロン.プロゲステロンに6β水酸化活件.を持ち， CYP3A5のそれぞれの器質に対するKmは143. 114/dI/1. 
Vmaxは0.48.0.21 nmol/ min/ nmol P450であった。 3A5はDHTに対しては活性を持たなかった。
これらにより CYP3A5~;t前立腺における性ホルモンの代謝，排J世に関わっている可能性が示唆された。
論文審査の結果の要旨
前立腺はアンドロゲン依存性の臓器であり，その充育.機能発現にはアンドロゲンが深く関わっている。
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ラットにおける実験で，ラット前立腺からアンドロゲンの代謝に関わるP450が存在することが報告されて
いるのしかし， ヒト前1マ7
木研究では.まずヒト前立腺でのステロイドホノレモン代謝に闘わるP450分子種の存在を証明するため，
Agtllヒト前v_腺cDi¥AライブラリーをCYP3A.9のcJ):i'¥Aをプローブとしてスクリーニングした。そして
1728bpより成るcDNAを得，そのシークエンス解析の結果，コーディング領域のシークエンスは肝臓から
クローニングされたステロイド代謝型P450のCYP:j;15と!fiJーであったが， 5'非翻訳領域に肝繊のCYP3A5
とは異なった46bpの塩基配列が存仕することを確認したのさらにヒトゲノムBACライブラリーをスクリー
ニングし. 4個の陽性クローンモ得，そのうちの2個にこのユニークな5'非翻訳傾域を含んでいることを
サザンプロット法で位認した。このことより前立脱のCYP3A5がゲノム上に肝臓とは異なったS'上流域を
もっており，前立腺では肝臓とは異なった発現調節を受けている司能性が不された。
次に大腸菌でのCYP3A51) コンビナント蛋自発現を行うため. PCRi法を用いCYP3ASのcDNAシークエ
ンスに5'末端t 3'末端を修飾したものを作成し，これを発現ベクターpCWOriに組み込み，大腸嗣でその
蛋白を発現させ. !'Ji 2' -nitrilotriacctateクロマトグラフィー及びハイドロキシアパタイトカラムを附いて
精製を行った。この精製CYP3A5リコンビナント蛋白の各種ステロイドに対する醇素活性を!¥ADPH-P450
還元酵素，チトクローム b~. KADPHを用いた再構成糸で測定した。この際，基質と生成物の分離には
HPLCを用い，基質としてはテストステロン，プロゲステロン.5α.ジヒドロテストステロンCDHT)を用
いた。その結果.CYP3A5はテストステロン，プロゲステロンに 6β水酸化活性を持ち.それぞれの基質
に対するKmは143. 114μ:¥1. Vmax は0.48，O_~1 nmol/ min/ nrnol P450であった。 [)HTに対しては活性
を持たないことを確認した。
以上のように本研究はヒ卜前す.腺にCYP3A5が存仕する事を証明し.CYP3A5がIlij立腺における性ホル
モンの代謝，排池に関わっている可能性を示したもので，前立腺機能の解明に寄与したと評価される。よっ
て本論文は博士の学位(医学)を授号されるに値すると考えられる。
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